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人乳头瘤病毒 16型早基因 E6 /E7编码区
序列变异研究＊

余南＊＊ , 辜为为 , 刘红娥 , 孙洪青
(广州经济技术开发区医院生物中心实验室 , 广东广州 510730)

【摘要】　目的　获取人乳头瘤病毒 16 型早基因 E6/E7 的编码区序列并进行变异分析 , 为新型分子诊断方法的研发提

供目标序列。 　方法　通过导流杂交基因芯片技术获取人乳头瘤病毒 16型感染宫颈脱落细胞。设计特异性引物 ,扩增

人乳头瘤病毒 16 型早基因 E6/ E7 的编码区序列 ,克隆后测序并对序列进行变异分析。 　结果　通过导流杂交基因芯

片技术进行宫颈脱落细胞的分型检测 ,获得了人乳头瘤病毒 16 型感染阳性标本;选择其中 3 份阳性标本核酸为模板 , 通

过特异性引物均成功扩增出大小介于 750 bp 和 1 000 bp 之间的目的序列;分别克隆到 T 载体上并测序 , 得到 3 条人乳

头瘤病毒 16 型早表达基因 E6/ E7 的编码区序列 , 克隆并测序后向 GenBank 核酸数据库提交获收录 , 登录号分别为

EU869316、EU869317 和 EU869318;经 BLAST 分析 , 3 条序列与 GenBank 序列 PPH16(Accession:K02718)的 E6/ E7

编码区序列一致性均为 99%,且存在 8种碱基置换 ,其中 4 种为同义突变 , 另 4 种则可引起所编码的相应氨基酸残基改

变。 　结论　本研究得到了与 H PV 高危型 16型 PPH16 高度相似的 E6/ E7 编码序列 ,为 HPV 致病机制和新型分子检

测方法研究奠定了基础。
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Variation of E6/E7 coding sequence derived from human papillomavirus type 16

YU Nan , GU Wei-wei , LIU Hong-e , SUN Hong-qing 　(Guangzhou Economic and Technological Develop-

ment District Hosp ital , Guangz hou 510730 , China)

【Abstract】　Objective　 To obtain coding sequences of E6/ E7 f rom human papillomavirus (HPV)type 16 and analy sis

the variation distribution to develop a novel mo lecular diagno sis method fo r ce rvical cance r.　Methods　 Flow-through hy-

bridization and gene chips w ere applied in identification of HPV subtype and scr een HPV type 16 po sitive samples from

ce rvical epithelium sam ples.H PV type 16 E6/ E7 coding sequences were amplified by PCR with the specific primers.The

PCR products w ere purified and the tar get sequence s w ere cloned into pMD18-T vecto rs and f ragments w ere determined

by sequencing analy sis.Variation analy ses w ere perfo rmed using align tools including BLAS T.　Results　 H PV type 16

po sitive samples we re screened thr ough f low-through hybridiza tion f rom 500 cer vical epithelium sam ples.Three of them

were selected fo r E6/E7 coding sequence amplification.Each reaction produced one f ragment with size between 750 bp and

1 000 bp.Three coding sequences o f E6/ E7 of H PV type 16 w ere cloned and sequenced.The 3 sequences had been sub-

mitted to GenBank , the assigned accession number s are:EU869316 , EU869317 and EU869318.By BLAST , all above

99% identities with co rresponding coding r egion of PPH 16 in GenBank.Among three sequences eight kinds variances and

four o f them w ould cause coding amino acid change.　Conclusion　E6/ E7 coding sequences and their va riation pr ofiles o f

HPV type 16 fr om three w omen's cervical epithelium has been obtained.The sequences and inter rela ted analysis result will

be helpful to the fur ther research of H PV carcinogene sis mechanism and development o f novel molecular detective me th-

ods.
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＊＊＊　宫颈癌是最常见的妇科恶性肿瘤之一 ,其发病与

人类乳头状瘤病毒(human papillomavirus , HPV)感

染密切相关 。在已鉴定出的 200 多种 HPV 基因型

中 ,主要高危型包括 16 、18 、31 、33 、35 、39 、45 、51 、52 、

56 、58 、59 、68 、73和 82等型。高危型 HPV 与宫颈上

皮内瘤变(cervical intraepithelial neoplasia , CIN)和宫

颈癌(cervicla cancer ,CC)关系密切 ,其中 HPV 16和

HPV 18型尤为重要 ,有报道称宫颈癌组织中 HPV 16

检出率最高[ 1 , 2] 。
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HPV 是一种无包膜嗜上皮 DNA 病毒 ,基因组全

长约 8 kb ,环状双链结构 ,3 个功能区即早期 、晚期转

录区和上游调控区 。早期转录区约 4 500 bp ,分别编

码 E1 、E2 、E4 、E5 、E6和 E7等 6 个早期蛋白 ,参与病

毒的 DNA复制 、转录 、翻译 、调控和细胞转化等。其

中 E6和 E7分别编码含有 151和 98个氨基酸残基的

病毒原癌蛋白 ,具有锌指结构 ,是高危型 HPV 的主要

转化蛋白 ,可作用于抑癌基因 p53 和 Rb ,是 HPV 致

癌作用中的重要因子
[ 3 ～ 6]

。

本研究在宫颈癌临床诊断研究基础上 ,通过导流

杂交基因芯片技术筛选人乳头瘤病毒 16 型感染阳性

宫颈脱落细胞标本 ,用于扩增人乳头瘤病毒 16型早基

因 E6/E7的编码区序列 ,克隆 、测序并对序列进行变

异分析。

材料与方法

1　检测对象

为临床宫颈专科就诊的不同程度宫颈可疑病变病

人。

2　试剂与仪器

导流杂交基因芯片 HPV 分型试剂为广东凯普公

司产品(国药准字 S20060011);引物由上海生工合成;

TAQ 酶 、pMD18-T 载体为 TaKaRa 公司产品;DNA

胶纯化试剂盒(QIAquick Gel Extraction Kit)为 QIA-

GEN 公司产品;大肠埃希菌 JM 109为本实验室保存 ,

感受态自行制备 。ABI2700热循环仪和 HybriM ax 导

流杂交仪为本实验室自备 。

3　方法

3.1　标本的采集　由宫颈专科医生完成 。扩阴器暴

露宫颈口后 ,棉拭子擦去分泌物 ,宫颈刷顺时针刷转 3

～ 5圈后将宫颈刷密闭保存于样品管的保存液中。

3.2　DNA 模板的制备　标本制备过程在安全柜中进

行。将样品管涡旋振荡后弃去宫颈刷 ,取 500 μl宫颈

细胞保存液 ,14 000 r/min(离心半径 5.0 ～ 8.2 cm ,角

转子角度 45°)离心 5 min ,去上清 ,加 400 μl溶液 Ⅰ ,

混匀后于恒温金属浴 100 ℃ 18 min ,加 400 μl溶液

Ⅱ ,混匀 ,室温静置 2 min , 14 000 r/min(离心半径 5.0

～ 8.2 cm ,角转子角度 45°)离心 5 min ,去净上清液 ,

在安全柜内敞口放置 10 min ,加 60 μl溶液 Ⅲ ,混匀后

3 000 r/min(离心半径 5.0 ～ 8.2 cm ,角转子角度45°)

离心 5 min , -20 ℃保存备用 。

3.3　分型检测　按每管 23.25 μl Premix 和 0.75 μl

Taq酶配制扩增反应液 ,各加 1 μl 模板溶液进行扩

增。PCR反应条件:95 ℃预变性 9 m in;95 ℃20 s ,55

℃30 s ,72 ℃30 s ,共 40个循环;72 ℃延伸 5 min。

扩增产物经变性后按试剂说明书进行导流杂交 、酶标 、

显色 ,显色结果根据判读模式图判读。

3.4　目的序列扩增　引物设计参考文献[ 7] ,并做适

当改变。上游引物 A1:5′-ATA GAGCTC CGT AAC

CGA AA T CGG -3′;下游引物 A4:5′-CAC GG-

TACC T TA CA T CCC G TA CCC-3′。扩增反应条

件:95 ℃预变性 10 min;95 ℃45 s ,55 ℃ 30 s , 72 ℃

45 s ,共 40个循环;72 ℃延伸 5 min。扩增产物进行

1%琼脂糖凝胶电泳 ,将符合设计产物分子质量大小的

电泳条带小心切割后 , 按 QIAquick Gel Extraction

Ki t说明书的要求纯化 ,纯化核酸溶液立即用于 T-A

克隆 。

3.5　克隆与测序 　根据 pMD18-T 产品说明书的要

求进行目的 DNA 片段与 T 载体的连接 ,反应条件为

16 ℃30 min。连接产物转移到预先制备的 100 μl大

肠埃希菌 JM109感受态细胞中进行转化 ,冰水浴 30

min , 42 ℃热激 45 s ,再次冰水浴1 min ,加890μl预热

到 37 ℃的 SOC 培养基 , 37 ℃ 150 r/min 培养 60

min ,涂布于含有 20μg/ml氨苄青霉素的 LB 平板上 ,

37 ℃培养过夜 。次日挑取阳性菌落进行 PCR鉴定 ,

阳性克隆再次过夜摇菌后提取质粒 ,进行双酶切鉴定。

阳性菌进行测序鉴定 。

3.6　序列分析　经过正反测序 、序列拼接后得到的目

的序列 ,通过 BANKIT 工具向 GenBank 核酸数据库

提交 ,并与 GenBank 登录序列 PPH16的 E6/E7编码

区序列进行比对 。对出现的变异进行分析。

结　果

1　HPV分型检测

在 500 份筛查标本中 21 份分型检测为 HPV16

型阳性。目的序列扩增所选择的 3份阳性标本的导流

杂交结果见图 1。

　　

注:右下图为判读示意图
图 1　3个 HPV16型阳性标本的导流杂交结果

Note:The low er right map w as the Schematic interpretat ion
Fig.1　The results of hybridization of the three positive

samples of HPV type 16

2　目的序列扩增

扩增产物进行 1%琼脂糖电泳后经 EB染色 , 3个

样品均成功得到分子质量在 750 ～ 1 000 bp 之间的扩
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增产物(图 2)。

　　

M 　DNA 分子 DL2000 质量标准　 1 、2 、3 　编号为 B00368 、
B00408 、B00441的 3个 HPV16型阳性标本的扩增产物

图 2　目的序列的扩增结果
M　DL2000 DNA marker　1 , 2 , 3　PCR p rodu cts of three H PV

type 16 posi tive samples of B00368 , B00408 and B00441
Fig.2　PCR products of target gene

3　克隆与鉴定

3个样品均克隆得到阳性菌落 ,提取质粒后进行

双酶切鉴定 ,均成功切出分子质量约 900 bp的目的条

带(图 3)。

　　

M　λ-EcoT 14 Ⅰ digest分子质量标准　1 、2 、3　编号为 B00368 、
B00408 、B00441的 3个 HPV16型阳性标本的重组质粒 BamH Ⅰ和 S al
Ⅰ双酶切

图 3　重组质粒的 BamHⅠ和 Sal Ⅰ双酶切鉴定结果
M 　λ-Eco T14 Ⅰ digest DNA marker　1 , 2 , 3　Recombinan t plas-

mids f rom PCR p rodu cts of B00368, B00408 and B00441 ident ifi ed by

d ou ble digestion resu lt s w ith BamHⅠ and S alⅠ
Fig.3　Recombinant plasmids identi fied by double digestion

of BamHⅠ and SalⅠ

4　测序与分析

4.1　核酸序列　HPV16 E6基因全长 477个核苷酸 ,

从 83位到 559位 ,编码 151 个氨基酸。E7基因组全

长 297个核苷酸 ,从 562位到 858位 ,编码 98个氨基

酸。对目的序列构建重组质粒正反测序 、序列拼接后

得到的目的序列为 881 bp ,向GenBank核酸数据库提

交并获收录 ,登录号分别为 EU869316 、EU869317和

EU869318;与 GenBank 登录序列 PPH16(ACCES-

SION:K02718)的 E6/E7编码区序列进行比对 ,一致

性均为 99%。3条序列共发现 8 种碱基置换 ,其中 4

种为同义突变 ,另 4种则可引起所编码的相应氨基酸

残基改变 。B00368 、B00408 和 B00441 3 个样品的序

列中均存在G95A 、C335T 、C387T 和 T484C 4个位点

上的变异 ,其中 G95A 和 T484C 属同义突变 ,C335T

和 C387T 均可使所编码氨基酸残基发生改变(H85Y

和 P102L)。B00368样品的相应序列还存在 A538T 、

A600G 和 T761C , 其中 A538T 和 A600G 属同义突

变 , T761C 则可使原编码的亮氨酸改变为丝氨酸

(L67S)。B00408样品的相应序列也存在 A538T ,但

未发现 A600G 和 T761C 。B00441样品的相应序列未

发现 A538T 、A600G 和 T761C ,但存在 A487G ,可引

起所编码的异亮氨酸改变为甲硫氨酸(I135M)。上述

变异中 , G95A 、C335T 、C387T 、 T484C 、A487G 和

A538T 发生于 E6蛋白编码区 ,A600G 和 T761C 发生

于 E7蛋白编码区 。

4.2　推断序列分析　利用 DNA STA R分别得到 6

条序列的相应 E6 和 E7 推断序列。利用 ExPASy 的

在线工具分析 ,其中 Compute pI/Mw tool 分析得到

的 E6推断序列 158AA 组成 ,理论等电点(Isoelect ric

point ,pI)9.15 ,分子质量单位为 19.2 ku 。E7推断序

列 98AA ,理论 pI 4.20 ,分子质量单位 11.0 ku 。E6

推断序列的 MotifScan 得到的 Match 包括:1 个

CAMP 磷酸化位点(153 ～ 156),3个 CK2磷酸化位点

(29 ～ 32 、93 ～ 96和 152 ～ 155), 1个 MYRISTYL 位

点(64 ～ 69), 3个 PKC 磷酸化位点(140 ～ 142 、149 ～

151和 152 ～ 154), 1个 TYR磷酸化位点(79 ～ 86),1

个 LIM-DOMAIN(108 ～ 158), 1个 N LS-BP(4 ～ 18)。

Hierarchical Neural Netw o rk(HNN)分析显示 E6推

断蛋白在 23 ～ 52 、94 ～ 110 、120 ～ 134分布α螺旋(al-

pha helix),其余区域散在随机螺旋(random coil)。

Pro tScale 工具疏水性分析(OMH/SWEET etal)显

示 , H85Y突变位于疏水区 ,且突变引起该区的疏水性

分值下降 。极性分析(polarity / zimmerman)结果与之

一致 ,相应位置极性分值增加 。

讨　论

大量的宫颈癌致癌机理研究结果提示 HPV16型

的 E6 、E7 蛋白宫颈癌的发生中起重要作用[ 3 ～ 5 , 8] 。

E6 、E7蛋白作为功能蛋白 ,可结合和灭活 p53和 Rb ,

使细胞周期调控失调 ,染色体不稳定 ,促进细胞永生

化。高危型 HPV 16 E6和 E7 基因与宫颈癌关系密

切。目前已有的 E6 、E7 基因致癌机理的研究主要从

抑制 p53 、激活端粒酶 、诱导细胞进入 S 期 、使细胞永

生化以及抑制 IL-18诱导的 IFN-γ产生而逃避免疫监

视等方面做了不少工作。

本研究对 HPV16型早基因 E6/E7的编码区序列

进行克隆 、测序并对序列进行变异分析 ,得到的 8种碱

基突变中有 4种在 3个样品中出现 ,提示广州东部可

能存在出现频率较高的突变位点。所有得到的序列与

碱基变异中 ,发生于 E6编码区的 C335T 在不同地区

的研究中出现 ,包括 Radhakrishna等
[ 9]
对印度地区和
(下转 10 页)
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初次分离在血平板上 37 ℃培养 24 h就能形成中等大

小的菌落 ,说明该菌在 37 ℃生长较快 ,25 ℃培养沙保

弱培养基 4 d就能镜检出菌丝和小孢子 ,也能形成肉

眼可见深入培养基内的菌丝 ,但一直未能检出组织荚

膜胞浆菌典型的棘状大分生孢子 ,所以其生物学特性

有待进一步研究 ,也是今后临床诊断组织荚膜胞浆菌

病所需要注意的 。
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任茁
[ 10]
对四川地区 HPV16型 E6 、E7变异分析 , Chan

等
[ 11]
对香港妇女感染 HPV16型的型内变异分析 ,以

及 Ortiz等[ 12] 对西班牙地区 HPV16型 E6变异分析 ,

该处变异可使所编码的组氨酸改变为酪氨酸

(H85Y)。杨英捷等
[ 13]
报道北京地区 HPV 最常见的

T96G(D32E)和 A86G(N29S)在 HSIL 患者标本的检

出率达 51.4%,在非 HSIL 中也达 25.7%,但本研究

未发现两变异位点的存在 ,得到的 8种碱基置换在该

报道及林逸飞等
[ 14]
对深圳地区 HPV的相应变异分析

结果中均未出现 。事实上 ,本组实验数据所反映的高

危型 HPV的型别分布特征也与文献[ 13]报道的研究

结果有很大差异(另文发表)。提示不同流行地区有不

同 HPV 的分布特征。

Lee等[ 15] ] 对 31 型 HPV 的 E6蛋白进行了研究 ,

认为其 C端的 PDZ 结构域结合模序(domain-binding

mo tif)在致癌机制中作用重大。本研究在 16型 HPV

也分析到了 C 端(108 ～ 158)存在 1 个 LIM-DO-

MAIN 。LIM 结构域包含 7个保守的胱氨酸残基和 1

个组氨酸残基 ,这些保守残基按 C-x(2)-C-x(16 , 23)-

H-x(2)-[ CH] -x(2)-C-x(2)-C-x(16 , 21)-C-x(2 , 3)-

[ CHD]排布。LIM 结构域结合 2价锌离子 ,不直接结

合 DNA ,但可作为蛋白间相互作用的介质 ,在 E6与

P53的作用中可能起十分重要的作用 。

本研究得到了与 HPV 高危型 16 型高度相似的

E6/E7编码序列 ,为下一步的致癌机理研究和新检测

方法研发奠定了基础 。
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